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論文内容の要旨
【目　的】
日本人の糖尿病の大部分を占める2型糖尿病の発症においては、末梢標的臓器でのインスリン抵
抗性が大きな役割を果たすと考えられている。しかしその発症機序はいまだ明らかではなく、細胞
内シグナル伝達異常としてのインスリン抵抗性の分子生物学的病態解明が強く望まれている。一方、
インスリン様成長因子王（IGP－I）は特殊な糖尿病患者の治療にインスリンの代用として用いられ
るなど、その生理作用においてインスリンと類似している。しかしIGF－Iは、代謝作用が強いイン
スリンに比し増殖作用が強いという特徴を持ち、両者の生理学的効果の差を説明し得るシグナル伝
達上の差異は明らかでない。したがって、インスリンとIGダー工の細胞内シグナル伝達における差異
を調べることは、2型糖尿病の病態解明の点からも、また、IGF－I治療における問題を検討すると
いう観点からも重要なことと考えられる。P130Cas（Crk associated subattrate）は、V－SrCの発現に
よりトランスフォームした細胞においてチロシンリン酸化が克進し、増殖シグナルに関与すると考
えられているdocking proteinであるが、我々はこのp130Casのリン酸化がインスリンとIGF－Iによっ
て異なった調節を受けることを発見し、この差異がどのようなシグナル伝達上の違いに起因するの
かを検討した。
監方　法】
1．p130Casのチロシンリン酸化に対するインスリン及びIGF－Iの影響：ヒトインスリン受容体
を過剰発現するラット1線維芽細胞（HIRc）’をインスリンもしくはIGP－Iにて刺激後、細胞を可
溶化、抗p130Cas抗体にて免疫沈降し、沈降物をSI）S－PAGEにて分離、抗ホスホチロシン抗体
（PY69）にてイムノプロットを行い、p130Casのリン酸化状態を検討した。2．変異インスリン受
容体発現細胞におけるインスリン及びIGF」のp130Casチロシンリン酸化に対する影響：インスリ
ン受容体C末端の2つのチロシン残基をフェニルアラニンに置換した変異インスリン受容体Y／P2
を発現させたラット1線維芽細胞（H王RY／P2）を用いて、同様の方法によりp130Casのリン酸化状
態を検討した。3、インスリンおよび工GF－I受容体とチロシン脱リン酸化酵素SHP－2の結合性の
検討：HIRcおよびHIRY／ア2のインスリンもしくはiGP－I刺激前後の細胞調製液にて、各々の受容
体とSHP－2の結合を共免疫沈降法にて検討した。4．インスリン刺激によるp130Casチロシン脱リ
ン酸化に対するSHP－2の関与：SHP－2のホスファクーゼ領域を取り除いた△PTPを過剰発現させ
たHIRcを用いて、インスリンによるp130Casのチロシンリン酸化状態の変化を検討した。5．p130
CasとSHP－2間の結合の検討：Glutathione－S－tranSferase（GST）と△PTPの融合蛋白を作成し、イ
ンスリン刺激前後のHIRc細胞調製液と共酵置し、結合蛋白をSDS－PAGEにて分離後、抗p130Cas抗
体を用いてイムノブロットを行い、両者の結合を検討した。
【結　果】
1．インスリンは、時間、容量依存的にp130Casをチロシン脱リン酸化した。これに対し、
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IGF－Iはp130Casをチロシンリン酸化した。2．HIRY／F2においては、インスリンはIGF－Iと同様
の効果を示し、p130Casをチロシンリン酸化した。3．HIRcにおいて、インスリン受容体とSHP－2
の共沈降が認められ、これはインスリン刺激によって増加した。一方変異受容体Y／P2および
IGF－I受容体とSHP－2は、刺激の有無によらず共沈下を認めなかった。4．内因性のSHP－2に対
してdominant negativeに働く△PTP発現細胞では、インスリンはIGF－I同様、P130Casのチロシンリ
ン酸化を示した。5．インスリン非刺激状態において、融合蛋白とp130Casは結合状態を示し、こ
の結合はインスリン刺激により減弔した。
【考　察】
インスリンとIGF一三は、その細胞内シグナル伝達機構においてきわめて類似しており、両者の機
能的差異がどのようなシグナル上の差異に由来するのか、現在のところ明らかではない。我々は、
インスリンとIGF－Iがp130Casのチロシンリン酸化状態に対しては逆方向に作用することを発見し
た。この相反する作用は、Y作2変異受容体を発現させた細胞においては消失しており、インスリ
ン受容体C末端に起因すると考えられる。チロシン脱リン酸化酵素SHP－2はこのインスリン受容体
C末端部に結合し、Y／F2およびIGF－I受容体とは結合しなかった。そこで内因性SHP－2に対して
dominant negativeに作用する変異SHP－2（△PTP）を発現させた細胞で検討を行ったところ、イン
スリンはIGF－I様の作用を示し、インスリンによるp130Casの脱リン酸化にSHP－2が深く関与する
ことが明らかとなった。さらにGST融合蛋白を用いた実験により、SHPT2とp130Casが直接結合し
得ることが示され、SHP－2がインスリンによるp130Cas脱リン酸化反応に直接的に関わる可能性が
強く示唆された。
【結　論ヨ
インスリンとIGぎーIはp130Casのチロシンリン酸化状態に対し、逆方向の反応を示した。この差
異は両者の受容体のSHP－2に対する結合性の差異に由来するものと考えられる。
論文審査の結果の要旨
インスリンと王GF」はその生理作用において類似しているが、糖代謝作用が強いインスリンに比
べ工GF－Iは増殖促進作用が強いという差がある。この差が細胞内シグナル伝達上どのような差異に
由来するものかはこれまで明らかにされていなかったが、本論文は、
1）インスリンはp130Casをチロシン脱リン酸化し、IGF一王はp130Casをチロシンリン酸化する
こと
2）インスリン受容体C末端に変異を導入した変異受容体発現細胞ではインスリンはp130Casを
チロシンリン酸化すること
3）インスリン受容体C末端に結合かることが知られているチロシン脱リン酸化酵素SHP－2は変
異インスリン受容体、IGF－I受容体には結合しないこと
4）sHP－2のdominant negative変異を発現させた細胞でもインスリンはp130Casをチロシンリン
酸化したこと
5）p130CasはSHP－2のSH2ドメインに結合しうること
を示し、インスリンとIGF－Iの生理作用の差にSHP－2、およびp130Casが何らかの関与をしている
可能性を明らかにした。
本論文はインスリンと王GF一工の細胞内シグナル伝達における差異を指摘した点で重要な意味を持
つと考えられ、博士（医学）の学位に値すると評価された。
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